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(57) Abstract: The invention relates to an artificial dermis 
(1) obtained from plasma containing platelets (2) and human 
fibroblasts (3). Said plasma with platelets (2) is obtained by 
fractionating the whole hlood (4) of the patient (8) by means 
oflight centrifugation and the human fibroblasts (3) are ob- 
tained from a skin biopsy (5). The gelation is obtained by 
adding calcium. The inventive artificial dermis (1) favours 
a rapid growth of the keratinocytes (6) seeded on the sur- 
face thereof in order to form an artificial skin (7) that can be 
easily transplanted. Large areas of artificial dermis (1) are 
obtained from a small skin biopsy (5) and from minimum 
quantities of plasma with platelets (2). Said plasma is rich in 
cytokines and in platelet growth factors and therefore stimu- 
lates the proliferation of the seeded cells, both internally and 
on the surface. The artificial skin (7) thus produced can be 
used for the treatment of serious bums, chronic cutaneous 
ulcers, etc. or as a base for gene therapy through the use of 
genetically modified cells. 

(57) Resumen: Dermis artificial (1) obtenida a partir de 
plasma con plaquetas (2) y fibroblastos (3) humanos. El 
plasma con plaquetas (2) se obtiene por fraccionamiento de 
la sangre total (4) del paciente (8) mediante centrifugacion 
ligcra, y los fibroblastos (3) humanos a partir de una biopsia 
de piel (5). La gelificacion se consigue mediante la adicion 
de calcio. Esta dermis artificial (1) permite un crecimienlo 
rapido de los queratinocilos (6) sembrados en su superficie 
para constituir una piel artificial (7) que es facilmente 
trasplantable. Se consiguen grandes superficies de dermis 
artificial (1) a partir de una pequena biopsia de piel (5) y 
de cantidades mfnimas de plasma con plaquetas (2), que 
al estar enriquecido en citoquinas y factores de crecimienlo 
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plaquetario polencia la proliferation de las cclulas sembradas, tanto en su interior como en su supcrfieie. La pie] artificial (7) asi 
obtenida puede servir para el tratamiento de grandes quemados, ulceras cutaneas cronicas... o utilizarse, mediante el empleo de 
celulas geneticamente modificadas, como base para terapia genica. 
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1 

DERMIS ARTIFICIAL Y METODO DE OBTENCION 
Objeto y campo de aplicacion 

La presente invention se refiere a una dermis artificial reaiizada por gelificacion de 
plasma en presencia de plaquetas, mediante la adicion de calcio y en la que se 
5 siembran fibroblastos u otras celulas dermicas. En la superficie de esta dermis 
artificial pueden sembrarse, a su vez, queratinocitos lo que la hace especialmente util 
como piel artificial para el tratamiento de grandes quemados, ulceras cronicas, 
ensayos de susceptibilidad a diversos productos etc . Mediante el empleo de celulas 
geneticamente modificadas puede utilizarse como base para terapia genica. 

10 Antecedentes de la invencion 

La piel es un tejido compuesto por dos partes, el epitelio o parte externa y la dermis o 
parte interna sobre la que esta situada el epitelio. Estas dos partes se diferencian 
claramente por sus caracteristicas, en la epidermis no existe casi tejido extracelular, 
mientras que la dermis predomina claramente este componente frente a las celulas. 

15 La piel es un tejido que se puede reconstruir mediante tecnicas de ingenieria tisular 
(Parenteau N, Sci Am, 280: 83-84, 1999). En estas tecnicas, en general, el 
componente celular se genera "ex vivo" mediante tecnicas de cultivo celular. Estas 
tecnicas permiten, a partir de un corto numero de celulas extraidas de una pequena 
biopsia cutanea, conseguir en un periodo de tiempo corto un gran numero de celulas. 

20 Estas celulas expandidas "ex vivo" pueden ser empleadas en la construction de 
grandes superficies de piel artificial. La matriz extracelular no puede ser producida 
mediante cultivo celular, sino que es previamente disenada y fabricada fuera del 
organismo. La matriz extracelular tiene que ser capaz de proporcionar estructuras 
que faciliten la adhesion de las celulas dermicas previamente cultivadas y estimular el 

25 crecimiento normal de estas celulas. Sobre esta matriz artificial, las celulas 
comienzan a fabricar las proteinas normales que constituyen la matriz dermica 
natural y, al mismo tiempo, van degradando lentamente la estructura original, de 
manera que a lo largo del tiempo esta matriz artificial suministrada sea sustituida por 
una verdadera matriz extracelular en todo similar a la natural. Sobre esta matriz 

30 artificial se pueden sembrar las celulas epiteliales previamente cultivadas 
(queratinocitos en el caso de la piel), donde por nuevas tecnicas de cultivo celular 
estas celulas son capaces de generar una estructura muy similar al epitelio normal de 
donde se originaron. En resumen, una de las claves en la ingenieria tisular de la piel 
es el diseno de matrices dermicas que imiten lo mas posible las condiciones 

35 naturales del organismo y donde las celulas introducidas en la misma sean capaces 
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de iniciar un proceso complejo, cuyo fin es el desarrollar una estructura lo mas similar 
posible a la piel natural. La otra clave importante en la ingenierla tisular de la piel es 
la capacidad de la matriz dermica para facilitar el crecimiento de las celulas 
sembradas en ella. El desarrollar matrices dermicas que fomenten el crecimiento de 

5 las celulas tanto dermicas como epidermicas, conseguiria que a partir de una minima 
biopsia se puedan cultivar grandes superficies de piel artificial. Este hecho tiene 
especial importancia cuando la piel artificial esta destinada a tratamiento de grandes 
quemados en los que hay que reponer lo mas rapidamente posible hasta el 90-95 % 
de la superficie corporal total a partir de las escasas zonas de piel sana que le 

10 quedan al paciente. La escasez de matrices dermicas capaces de generar estas 
amplias superficies de piel artificial a partir de minimas biopsias, constituye una de las 
limitaciones que presentan muchas matrices dermicas previamente descritas 
(Sheridan R and Tompkins, Burns 25:97-103, 1999). 

Existen varios modelos de dermis artificiales. Algunos de los modelos previamente 
15 utilizados se describen sucintamente: 

- Colageno tipo I de procedencia animal, ya que esta proteina es la mas abundante 
de las presentes en la dermis (Maraguchi T et al. Plast Reconstr Surg, 93:537-544, 
1994, Muhart et al. Arch Dermatol, 135: 913-918, 1999). 

- Condroitin sulfato (Boyce S et al. Surgery , 103: 421-431, 1988). 

20 Nylon asociado o no a una membrana impermeable de Sylastic (Naughton y 
Mansbridge, Clin Plast Surg, 26:579-586, 1999). 

- Poli-lactide/poli-glicolide (Giardino et al, J Trauma 47: 303-308, 1999), estos 
polimeros forman una red que sirve como estructura donde los fibroblastos prenden, 
crecen y son capaces de segregar proteinas de la matriz dermica normal. 

25 - Fibrina, esta proteina cuyo precursor el fibrinogeno se obtiene a partir de plasma 
humano, ha sido utilizada de diversas maneras en el cultivo de queratinocitos. La 
fibrina proporciona una buena base para el crecimiento de las celulas epiteliales, por 
lo que esta proteina ha sido utilizada como soporte inerte sobre el cual cultivar los 
queratinocitos (Ronfard et al, Burns 17:181-184, 1991) (Broly et al, ES2060803). La 

30 fibrina no interfere con el posterior desarrollo de una correcta union 
dermo/epidermica entre el lecho de la herida y los queratinocitos cultivados. Estas 
caracteristicas hacen que la fibrina haya sido ampliamente utilizada como sistema de 
transporte para los queratinocitos (Pellegrini et al, Transplantation 68:868-879, 1999; 
Kaiser y Stark, Burns 20. 23-29, 1994). 

35 La fibrina y/o los geles realizados tras la coagulacion de las proteinas del plasma 
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Humano han sido utilizados como vehiculo para trasplarrtar celulas cutaneas 
previamente expandidas "in vitro". (Sadaki I, JP1 0277143). 

La fibrina puede ser tambien utilizada como base dermica destinada a la production 
de grandes superficies de piel cultivada (Meana et al, Burns 24: 621-630, 1998). En ei 
5 interior de los geles de fibrina los fibroblastos sembrados son capaces de crecer. Al 
mismo tiempo estos fibroblastos se comportan como autenticos inductores del 
crecimiento de los queratinocitos, de forma que sembrando un numero muy limitado 
de queratinocitos cultivados sobre un gel de fibrina y fibroblastos se obtiene en 8-12 
dias de cultivo un epitelio confluente estratificado que remeda el epitelio humano 

10 normal. Esta capacidad de los geles de fibrina para que las celulas epiteliales se 
desarrollen ha sido utilizada en otro modelo de piel artificial (Meana et al, P9701533). 
Ademas la fibrina puede utilizarse en presencia de otros componentes que aumenten 
la rigidez de la misma y faciliten su uso como soporte dermico (Meana A, P9601684.). 
Esta capacidad de los geles de fibrina y fibroblastos para conseguir grandes 

15 superficies de piel artificial a partir de una minima biopsia cutanea no la presentan los 
modelos basados en dermis artificiales de composition diferente. La explication a 
este hecho es que los geles basados en fibrina imitan mas el mecanismo fisiologico 
de reparation de heridas (Martin P, Science 276: 75-81,1997). 
Sin embargo, la fabrication de la matriz dermica a base de concentrados de fibrina es 

20 solamente una imitation del proceso fisiologico. El verdadero coagulo de fibrina que 
se forma como parte del mecanismo de defensa y reparation tisular, se realiza a 
expensas del plasma sanguineo. En la fraction extracelular de la sangre existen 
multiples protemas, una de ellas, el fibrinogeno, es el precursor soluble de la fibrina, 
principal proteina, aunque no unica del coagulo. La extravasation del plasma tras la 

25 agresion de un tejido es una de las maneras de desencadenar toda la cascada de la 
coagulation. Cuando la agresion se produce y los productos tisulares entran en 
contacto con la sangre, se activa la denominada via extrinseca de la coagulation, el 
resultado final es la activation del precursor inactivo de la trombina presente en el 
plasma, esta trombina inicia la conversion de fibrinogeno en fibrina y mas tarde en 

30 fibrina insoluble que unida a celulas sanguineas forman parte del coagulo de fibrina, 
el primer eslabon para la cura y posterior reparation de la lesion producida en el 
organismo (Singer y Clark, N Engl J Med, 341:738-746, 1999). De las celulas que 
intervienen en la formation del coagulo hay que destacar las plaquetas, estas celulas 
son un importante reservorio de citoquinas, sustancias responsables del inicio de la 

35 respuesta celular en el proceso de reparation final de las heridas. Las plaquetas 
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tambien intervienen en el desarrollo del coagulo de fibrina en el interior de los vasos, 
es la ilamada via intrinseca de la coagulacion, en las que un estfmulo provoca el 
desarrollo de agregado plaquetario que activara una serie de proteinas plasmaticas 
que a su vez estimularan otras mediante un mecanismo de ampliation de la 
5 respuesta en cascada. Al final tendremos la formacion de trombina que iniciara la 
formacion del coagulo. En ambos procesos, via intrinseca y extrfnseca de la 
coagulacion, la presencia de iones libres de calcio es imprescindible para completar 
su desarrollo ya que algunas proteinas de estas vias dependen de este ion para que 
sean activadas. Tras la formacion del coagulo de fibrina a partir del plasma 

10 sanguineo, las citoquinas, inicialmente liberadas por las plaquetas, atraeran a otras 
celulas, tipo macrofagos, neutrofilos... que iniciaran el proceso de destruction del 
coagulo y sustitucion de este tejido fibrinoide por el tejido normal previo a la agresion. 
Estas celulas a su vez fabricaran otras citoquinas que mantendran y controlaran la 
respuesta a la agresion y atraeran al lecho de la herida a fibroblastos dermicos y 

15 celulas endoteliales, que completaran la respuesta reparadora. Estas nuevas celulas 
reparadoras fabricaran otras citoquinas que atraeran a las celulas epiteliales a la 
herida para que recubran toda la superficie de la misma. A su vez las celulas 
epiteliales son capaces de fabricar multiples sustancias que provocan respuestas 
celulares variadas en las celulas dermicas subyacentes, tambien las celulas 

20 epiteliales tienen una marcada action litica sobre el coagulo de fibrina, ya que 
necesitan penetrar en el y eliminarlo para poder tapizar nuevamente toda la 
superficie de la herida (Singer y Clark, N Eng J Med 341: 738-746 ,1999). Una vez 
recubierta la lesion por el epitelio el proceso de curacion esta finalizado. 
Podemos considerar que la reparation fisiologica de una herida se basa en un 

25 coagulo de fibrina rico en citoquinas plasmaticas, realizado a partir del fibrinogeno 
disuelto en el plasma. Este coagulo disparara la respuesta reparadora primaria del 
organismo y facilitara el terreno para que las celulas epiteliales proximas, se activen, 
migren desde los puntos mas cercanos a la herida y cierren definitivamente la herida 
producida. Este proceso reparador tiene unos limites, y en aquellos casos en que la 

30 lesion destruye de forma completa y amplia todas las celulas epiteliales presentes 
(quemaduras amplias y profundas), es necesario un aporte artificial de epitelio, bien 
mediante injertos en malla, queratinocitos cultivados, queratinocitos en suspension o 
piel artificial cultivada, para que el proceso finalice (Navsaria et al, TIBTECH 13: 91- 
100, 1995). 

35 Si el origen de la reparacion de heridas esta en el coagulo de fibrina a partir de 
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plasma es posible que un modelo de piel artificial basado en el empleo de plasma 
humano como fuente principal de la matriz extracelular sea de gran eficacia y pueda 
fomentar extraordinariamente el crecimiento celular, ya que reconstruye las 
condiciones fisiologicas del proceso de reparacidn de heridas del organismo. 

5 Descripcion de la invencion 

En la presente invencion se describe el desarrollo de una dermis artificial basada en 
el empleo de plasma humano como base fundamental de la matriz extracelular. Este 
plasma humano se obtiene por fraccionamiento primario de la sangre total e incluye 
en su composicion plaquetas. Los fibroblastos dermicos previamente cultivados se 

10 resuspenden en el plasma y tras la coagulacion del mismo se obtiene una dermis 
artificial. Sobre esta dermis artificial posteriormente se sembraran los queratinocitos 
expandidos "ex vivo". En esta dermis artificial los queratinocitos presentan un 
comportamiento "in vitro" similar al que presentan "in vivo" en el proceso de 
reparacion de las heridas. Se adhieren, migran y crecen de forma que, a partir de 

15 unas pocas celulas sembradas, en 8-12 dias de cultivo recubren toda la superficie del 
gel de plasma y forman un epitelio estratificado. El resultado final es que a partir de 
un pequefio numero inicial de celulas sembradas obtenemos dias mas tarde un tejido 
constituido por 2 partes, una superior, celulas epiteliales estratificadas y una inferior 
constituida por una matriz extracelular densamente poblada de fibroblastos. 

20 Estos geles se pueden preparar para trasplante utilizando la tecnica previamente 
descrita (Meana et al, P9701533) y fijandolos a un soporte solido con lo que 
potencialmente pueden ser empleados en el tratamiento de lesiones cutaneas. 
Tambien utilizando un volumen mayor de gel que los habituales, estos geles pueden 
ser utilizados sin fijacion a un soporte solido, lo que reduce aun mas la manipulation 

25 de los mismos y el coste final. El trasplante en animales de experimentation de esta 
piel artificial, demuestra que es capaz de prender cuando se coloca sobre una herida 
y que ademas desarrolla todas las capas de la piel humana madura, estrato corneo 
incluido, Los estudios hasta ahora efectuados demuestran tambien que la 
epitelizacion persiste durante toda la vida del animal. Estos resultados 

30 experimentales implican que esta piel artificial puede ser utilizada en la epitelizacion 
definitiva de pacientes quemados. 

La accesibilidad del material empleado en esta dermis asi como su sencilla 
manipulacion implica una importante reduction del coste final del producto que ha 
sido uno de los factores limitantes para el empleo masivo de la piel cultivada en 
35 terapeutica (Phillis TJ, Arch Dermatol 135. 977-978, 1999). 
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La dermis artificial objeto de la invencion comprende un gel producido por la 
coagulacion del plasma humano en presencia de plaquetas, al que previamente se 
hart anadido fibroblastos humanos cultivados. La coagulacion se produce mediante la 
adicion de sales de calcio. Alternativamente puede producirse por la transformation 
5 del fibrinogeno contenido en el plasma por trombina exogena e iones Ca ++ . 

Dependiendo de la concentration de fibrinogeno en el gel, esta coagulacion puede 
realizarse en presencia o no de agentes que actuen como antifibrinoliticos, 
recomendandose la adicion de los mismos cuando el fibrinogeno sea inferior a 2 
mg/ml de gel. 

10 La obtencion del plasma se realiza por centrifugacion ligera de la sangre total 
extraida mediante venopuncion en presencia de anticoagulantes, preferentemente de 
agentes que quelan el ion calcio. El plasma tambien puede ser extraido mediante 
plasmaferesis. 

Sobre este gel basado en plasma y fibroblastos cultivados se pueden sembrar 
15 posteriormente queratinocitos, estas celulas sembradas a baja densidad sobre su 
superficie y cultivadas durante 8-12 dias, en presencia de alguno de los diferentes 
medios que se emplean en el cultivo de queratinocitos; crecen y son capaces de 
formar un epitelio estratificado. Esta piel compuesta por el gel de plasma/fibroblastos 
y el epitelio cultivado autologo podria ser utilizada en la epitelizacion definitiva de 
20 grandes quemados. Tambien si se utiliza con epitelio de donante, podria ser utilizada 
como cobertura temporal de quemaduras o como terapia en ulceras cutaneas 
cronicas. Este sistema de cultivo tambien puede aplicarse a otros epitelios humanos 
diferentes de la piel permitiendo generar otros tejidos epiteliales tales como mucosa 
oral, mucosa vesical... 

25 Este prototipo puede ser trasplantado al lecho de una herida, prender en el mismo y 
epitelizar definitivamente la lesion. 

Para ser utilizado, este tipo de geles puede precisar ser fijado previamente a un 
soporte solido que posibilite su manejo para trasplante. Este soporte puede ser una 
gasa, vaselinada 6 no. La fijacion de la gasa al gel puede hacerse mediante el 

30 empleo de una cola inorganica inerte de uso clinico u otro tipo de fijacion mecanica. 
Tambien puede utilizarse una membrana de silicona como soporte, en cuyo caso esta 
fijacion puede realizarse mediante una cola organica tipo fibrina. En estas ultimas 
condiciones este tipo de geles puede utilizarse sin capa de queratinocitos como 
cobertura temporal de lesiones cutaneas, aportando una base dermica a la lesion. 

35 Las ventajas de los geles de plasma humano y fibroblastos son las siguientes: 
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• Obtencion facil de la materia prima. El plasma se consigue a partir de sangre 
total humana extralda mediante venopuncion, normalmente en presencia de un 
quelante de calcio. Para obtener plasma a partir de sangre total solo se precisa 
una centrifugacion. El plasma humano tambien podrla ser obtenido a partir de 

5 sangre total mediante el procedimiento de aferesis 

• Permiten un crecimiento rapido de los queratinocitos. En el interior del gel de 
plasma los fibroblastos crecen rapidamente y son capaces de potenciar el 
crecimiento de los queratinocitos, incluso cuando los fibroblastos estan a una 
concentracion inicial extremadamente baja. En los geles de plasma y fibroblastos, 

10 estas celulas crecen segregando sustancias que los convierten en autenticas 
celulas "feeder" que dirigen y estimulan el crecimiento de los queratinocitos. El 
cultivo de queratinocitos sobre este tipo de geles permite alcanzar en 3-4 
semanas desde la toma de la biopsia una superficie total de piel cultivada 
superior a la alcanzada por los metodos descritos hasta ahora. 

15 • El gel no presenta retraccion alguna que reduzca su superficie y su volumen total 
en los primeros 30 dias de cultivo. 

• La posibilidad de sustituir los fibroblastos dermicos por celulas de otro origen. En 
los geles realizados a partir de plasma, la funcion de los fibroblastos puede ser 
sustituida por otras celulas. Las celulas madre de mesenquima que se encuentran 

20 en ia medula osea (Young et al, J Ortho Res 16: 406-413, 1998) pueden ejercer 

como fibroblastos cuando son sembradas en el interior de estos geles. Otras 
celulas que tambien pueden incrementar el crecimiento de los queratinocitos, son 
las celulas endoteliales. El uso de celulas dermicas de regiones diferentes a la 
piel representa una novedosa alternativa sobre todo para los pacientes grandes 

25 quemados, en que la disponibilidad de piel para el inicio de los cultivos celulares 
esta seriamente limitada. 

• La posibilidad de realizar la cascada de coagulacion sin anadir ninguna proteina 
iniciadora extrana (trombina bovina o humana). El plasma humano, a diferencia 
de los concentrados de fibrinogeno, tiene todos los componentes de la cascada 

30 de la coagulacion, incluida la trombina que esta presente en forma de su 
precursor (inactivo) protrombina. La coagulacion y por tanto, la formacion de la 
dermis artificial, se puede realizar utilizando exclusivamente la via intrinseca; 
mediante la adicion de calcio y en presencia de fosfolipidos de origen plaquetario 
(tambien presentes como se comenta en el apartado siguiente). La utilization de 

35 esta via para realizar la coagulacion hace que se pueda prescindir de trombina 
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extrana, necesaria cuando se trabaja con concentrados de fibrinogeno. Mediante 
el uso del plasma en presencia de plaquetas es posible, por primera vez, que el 
origen de todas las proteinas de la dermis artificial procedan exclusivamente del 
paciente al que posteriormente se trasplantaran. 
5 • El enriquecimiento en factores de crecimiento de origen plaquetario. El gel 
producido a partir de la coagulacion directa del plasma posee parte de los 
factores de crecimiento y adhesion celular de los geles de fibrina, pero tambien 
estan presentes las citoquinas plaquetarias, ya que tras la centrifugacion siempre 
estan presentes una fraccion de estas celulas. Ademas podemos enriquecer la 

10 fraccion plaquetaria del plasma modificando los parametros de centrifugacion. La 
presencia de plaquetas hace que nuestra dermis sea muy rica en PDGF y TGF-B 
(Anitua E, Int Oral Maxillofac Implants 14: 529-535, 1999), ambos factores claves 
en el inicio de la reparacion tisular (Marx et al, Oral Surg Oral Med Oral Pathol 
Oral Radiol Endod, 85: 638-646, 1998). Todo esto hace que los geles realizados a 

15 partir de plasma humano y plaquetas y poblados de fibroblastos conservan y 
aumentan la capacidad de los geles de fibrina para obtener grandes superficies 
de piel artificial cultivadas en un periodo de tiempo relativamente corto, lo que los 
hace aptos para cultivo de queratinocitos para tratamiento de grandes quemados. 
El crecimiento celular tanto de los fibroblastos en el interior de la fibrina como de 

20 los queratinocitos sembrados en su superficie, es tan importante que a partir de 
una minima biopsia es posible obtener celulas suficientes, tanto para el 
componente dermico como para el epidermico. Es decir que el componente 
celular de nuestra piel artificial proceda exclusivamente del paciente al que 
posteriormente va a ser trasplantado. 

25 • El uso de plasma permite producir geles estables a una concentracion muy baja 
de fibrinogeno. La concentracion de fibrinogeno necesario para que el gel 
mantenga su integridad durante toda la fase del cultivo puede ser inferior a 0.5 
mg por ml. Incluso a estas concentraciones los geles realizados a partir de 
plasma son estables y no son digeridos rapidamente por los fibroblastos y 

30 queratinocitos sembrados en el. Tambien si se asocia a un producto 
antifibrinolitico (aprotinina, acido tranexamico, acido epsilon-aminocaproico) la 
concentracion de fibrinogeno se puede rebajar aun mas, con lo que a partir de 2-3 
ml de plasma podemos llegar a obtener hasta 70-90 cm 2 de superficie dermica. 
La concentracion total de plasma se podria reducir mas aun asociando al gel de 

35 plasma alguna estructura que le sirva de armazon (vicril, acido polactico- 
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poliglicolico...). Otra ventaja de estos geles (al trabajar con mmimas cantidades 
de plasma por cm 2 de gel) es que es posible que el plasma utilizado en la dermis 
artificial proceda del mismo enfermo. El uso de plasma del propio enfermo, unido 
a la ausencia de proteinas extranas en la dermis mas la posibilidad de que todas 
5 las celulas de la piel artificial procedan del paciente anade una de las grandes 
novedades a esta invencion ya que por primera vez es posible el tratamiento de 
grandes superficies quemadas, mediante piel artificial en la que todos los 
componentes que forman parte de la misma procedan del paciente al que 
previamente se le extrajeron. Es decir, el tratamiento de grandes quemados con 
10 una piel artificial completamente autologa 

Por sus caracteristicas biologicas, estos geles pueden servir de soporte a celulas 
(fibroblastos u otras estirpes celulares, incluyendo celulas geneticamente 
modificadas) con capacidad de producir proteinas utiles (factores de crecimiento 
endotelial, etc.) en diversas patologfas. 
15 Breve descripcion de las figuras 

La figura 1 muestra un esquema de las operaciones necesarias para el trasplante de 
piel a un gran quemado utilizando la dermis artificial objeto de la invencion. 
Descripcion detallada de la invencion 

La obtencion de los principales componentes de la base dermica se describe a 
20 continuacion. 

El plasma con plaquetas (2) se obtiene a partir de la sangre total (4), esta es extraida 
mediante venopuncion en presencia de un anticoagulante de uso clfnico, 
especialmente de un anticoagulante que actiie mediante la quelacion de la 
concentration del Ca ++ ionizado que hay en la sangre total. La sangre total (4) puede 

25 ser obtenida en una bolsa de las utilizadas habitualmente en Hemoterapia o bien en 
el caso de pequenos volumenes, a partir de sangre recogida en pequenos 
contenedores tipo Vacutainer ®. La obtencion del plasma con plaquetas (2) se hara 
mediante centrifugacion, a baja velocidad para obtener un plasma muy rico en 
plaquetas o directamente a alta velocidad para obtener un producto con menor 

30 componente de estas celulas. Una vez centrifugada la sangre, la fraction de plasma 
correspondiente se recogera y se utilizara directamente para la formation del gel o 
bien se congelara a -20°C para una posterior utilization. Tambien previo a dicho 
almacenamiento el plasma puede ser tratado con azul de metileno para inactivar 
posibles virus si el plasma no se va a utilizarde forma autologa (es decir, obtenido del 

35 propio paciente). 
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El gel se realiza a partir del fibrinogeno presente en el plasma bien mediante la 
adicion de trombina humana o bovina e iones calcio, o bien exclusivamente utilizando 
la protrombina que esta presente en el propio plasma, mediante la adicion de Calcio, 
preferentemente en forma de cloruro calcico para reconstituir los valores de calcio 

5 ionico que espontaneamente hay en el plasma y que habian sido anulados mediante 
el citrato sodico o el EDTA utilizados como anticoagulantes. La fibrina es el principal 
componente estructural del gel pero no el unico ya que en este modelo la fibrina esta 
covalentemente unida a la fibronectina plasmatics. Tambien es importante resenar 
que existen otras multiples proteinas en el plasma humano, albumina, globulinas, 

10 factores de crecimiento, plasminogeno... que intervienen en la formacion y estabilidad 
del gel y en el crecimiento de las celulas que en el se cultivan. 
Los fibroblastos humanos pueden utilizarse de varias fuentes: 

1) Fibroblastos homologos. Cultivados a partir de prepucios obtenidos por 
intervenciones de fimosis y/o fibroblastos dermicos procedentes de adultos sanos. 

15 Es necesario contar con la previa autorizacion del uso de los mismos del 
paciente o de sus representantes legales. 

2) Fibroblastos autologos. Los obtenidos a partir de una biopsia de piel (5) extraida a 
un paciente (8) y que seran exclusivamente utilizados en las dermis destinadas a 
ser implantadas en dicho paciente. 

20 El gel se obtiene de la siguiente manera: 

Por una parte, se resuspenden los fibroblastos en medio de cultivo o en solucion de 
cloruro sodico 0.9%. A esta solucion se le anade el volumen de plasma y 
posteriormente el agente antifibrinolftico. Una vez preparada esta solucion se gelifica 
mediante 2 formas diferentes: 

25 1) Anadiendo una solucion de cloruro calcico al 1% disuelto en cloruro sodico al 
0.9%. 

2) Anadiendo a la mezcla una solucion de trombina (entre 2 y 4 unidades) disuelta 

en cloruro de calcio 40 mM. 
Mediante la primera via se utilizan los factores de coagulacion presentes en el 

30 plasma que se activan por la presencia de Ca. Es un proceso lento que a la larga 
hara que la protrombina presente en el plasma pase a trombina actuando esta 
proteina sobre el fibrinogeno que lo transformara a fibrina y posteriormente mediante 
la accion de otros factores de la coagulacion a fibrina insoluble, principal proteina 
estructural de nuestra dermis. 

35 La segunda alternativa es la adicion directa de trombina al plasma con lo que el 
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proceso se acelera rapidamente. Como contrapartida se anade al preparado otra 
proteina de origen humano o bovino con los consiguientes problemas de posible 
transmision de enfermedades. 

La mezcla se introduce en un frasco de cultivo celular y se deja durante 30-120 
5 minutos a 37°C hasta la completa formation del gel. Al cabo de este tiempo, el gel se 
ha solidificado pudiendo cubrirse con medio de cultivo completo. 
Los geles producidos se guardan a 37°C en estufa de C0 2 al 5% hasta su utilization 
para cultivo de queratinocitos un maximo de 14 dias. En las condiciones habituales 
de cultivo estos geles permanecen estables y adheridos a la base del frasco de 
10 cultivo sin observarse retracciones ni perdidas de volumen. 

Si se desea obtener un cultivo de piel completa (7), sobre este lecho dermico se 
anadiran los queratinocitos (6) obtenidos a partir de un cultivo primario. Estas celulas 
pueden cultivarse de muy diferentes maneras, en presencia de celulas "feeder", 
utilizando medios bajos en calcio o mediante el empleo de medios completamente 
15 definidos (Myers et al, Am J Surg 170: 75-83, 1995). Los queratinocitos (6) 
producidos con cualesquiera de estos sistemas pueden ser utilizados sobre esta 
dermis artificial (1). 

Una vez que los queratinocitos sembrados estan preconfluentes o completamente 
confluentes, los geles estan listos para su empleo en clinica y se procede a su 

20 montaje y preparation para el trasplante. Este paso puede realizarse mediante 
fijacion a un soporte que permita el transporte del gel sin perdida ni rotura hasta el 
lugar del trasplante, o bien en el caso de geles de gran espesor directamente 
evitando esta fijacion. En general, cuando se precisa una gran expansion del cultivo 
de queratinocitos en un corto periodo de tiempo (grandes quemados) se utilizaran 

25 geles de reducido volumen que precisaran de un soporte solido (9) para ser 
trasplantados. Los cultivos destinados a otros usos (ulceras cronicas) podran ser 
manejados y trasplantados sin esta fijacion. La fijacion a este soporte solido se 
realiza empleando una cola inorganica de uso clinico mediante la aplicacion de 
minimos puntos de sutura. Una vez fijado el cultivo al soporte se procede a separarlo 

30 de la base del frasco de cultivo mediante traction manual. 

Como fuente de plasma con piaquetas (2) se utiliza sangre total (4) humana extraida 
por venopuncion en presencia de anticoagulantes. 

Si se desean obtener grandes volumenes de plasma a partir de un solo donante se 
realizara una extraction utilizando una bolsa de extraction de sangre de 450 ml de 
35 capacidad, conteniendo una solution anticoagulante/conservante (SAG-Manitol), 
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normalmente de las denominadas bolsas triples. Una vez extraida, la sangre total se 
centrifuga. Si queremos que nuestro plasma sea rico en plaquetas (PRP) se realizara 
una centrifugacion suave (orientativo a 1500 g durante 5 minutos a 20°C). Si se 
desea una menor riqueza en plaquetas (PPP) la centrifugacion sera energica 

5 (orientativo 2900-3000 g durante 10 minutos) Una vez realizada la centrifugacion se 
separa el plasma resultante mediante el fraccionamiento normal de la bolsa de 
sangre. El plasma asi obtenido se puede emplear directamente, proceder a su 
inactivacion viral mediante tratamiento con azul de metileno. Este plasma se puede 
conservar al menos durante un ano a -20°C. 

10 Si lo que precisamos son pequenos volumenes de plasma para realizar pequenas 
superficies de dermis la extraccion de la sangre completa se realizara en tubos al 
vacio esteriles (tipo Vacutainer R ) u otros modelos de similares caracteristicas, usando 
como solucion anticoagulante un quelante del calcio en condiciones de saturacion 
(citrato sodico, EDTA) en las proporciones recomendadas por el fabricante. Tambien 

15 puede utilizarse algun otro tipo de anticoagulante {heparina sodica). Segun se 
requiera PPR 6 PPP se realizaran las centrifugaciones a 160 g (PRP) 6 a 400 g 
(PPP) durante 10 minutos. Se retira del tubo la fraccion de plasma con plaquetas (2), 
procurando no extraer los hematies. Para aumentar el rendimiento en la extraccion 
del plasma, el pellet conteniendo el resto de la fraccion celular, se centrifuga 

20 entonces a 3.000 g durante 10 minutos. Finalizada esta operation se retira el plasma 
y se mezcla con el sobrenadante obtenido en la centrifugacion anterior. Como 
normalmente este sistema de cultivo va a ser empleado en la production de dermis 
destinadas a trasplantarse al paciente de donde procede la sangre (plasma autologo) 
se puede prescindir del tratamiento con azul de metileno. 

25 Sea cual sea el metodo escogido para la obtencion de la sangre total y la separation 
del plasma se medira el fibrinogeno disuelto en el mismo mediante un metodo 
comercial derivado del metodo inicialmente descrito por Kraus (Multifibren R U, Dade 
Behring). 

Diversas lineas de fibroblastos (3) humanos se obtendran a partir de prepucios 
30 humanos obtenidos tras cirugia programada de fimosis o a partir de una biopsia de 
piel (5). La pieza es recogida en medio de transporte (DMEM, suero fetal de bovino 
10%, penicilina 100 u/ml, estreptomicina 100 ug/ml). En el laboratorio se lava 3 veces 
en PBS esteril y se trocea cuidadosamente, se coloca en 30 ml de solucion de 
tripsina 0.05%- EDTA 0.02 % bajo agitation a 37°C. Cada 30 minutos se recoge la 
35 tripsina y se cambia por tripsina fresca. La tripsina es neutralizada mediante la 
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adicion de medio de cultivo completo (DMEM, 10% suero bovino fetal). Se repite la 
operation hasta que no se obtengan mas celulas. Las celulas obtenidas se colocan 
en un frasco de cultivo a una densidad de 100.000 celulas por cm 2 de superficie de 
cultivo. Cada 72 horas se cambia el medio hasta que las celulas esten confluentes. A 
5 la confluencia las celulas son tripsinizadas y se realizan cultivos secundarios en 
proportion de crecimiento de dos frascos de cultivo por un frasco de cultivo del pase 
anterior. A partir de que las celulas muestren una monocapa de celulas semejantes a 
los fibroblastos (3) una parte de las mismas se congelan, segun tecnica habitual y se 
guardan en crioviales en nitrogeno liquido. Los pases idoneos para la utilization de 

10 estos fibroblastos son entre ei 4° y el 12°. 

Cuando se vayan a emplear en la dermis artificial (1) fibroblastos (3) humanos del 
propio paciente (8) se procedera del mismo modo descrito. La biopsia de piel (5) del 
paciente (8) se procesara como se describe en el apartado anterior. Una vez 
obtenidas las celulas parte de las mismas se cultivaran en DMEM 10% suero bovino 

15 fetal a una densidad de 100.000 celulas por cm 2 . Se realizaran los correspondiente 
subcultivos hasta que consigamos un ndmero suficiente de fibroblastos (3) humanos 
para la fabrication de la dermis artificial (1) que precise el paciente (8). 
Los fibroblastos (3) humanos cultivados se tripsinan, se cuentan y se resuspenden en 
medio de cultivo hasta su inmediata utilization en la dermis artificial (1). 

20 Una vez obtenidos los materiales basicos se procede a la elaboration del gel. 

El calculo proporcionado es el empleado en la fabrication de una base dermica 
suficiente para un frasco de cultivo de 75 cm 2 . Para otras dimensiones se utilizaran 
los mismos valores reduciendolos o ampliandolos proporcionalmente a la superficie 
del frasco de cultivo. 

25 Preparation de la dermis artificial (1): 

Se prepara una solution que contiene basicamente medio de cultivo, solution de 
cloruro sodico al 0.9% y fibroblastos (3) humanos (entre 30.000 y 250.000 celulas), a 
esta solution se le anade, si precisa el antifibrinolitico, (10.000 U de aprotinina, entre 
5 y 20 mg de acido tranexamico o 200-800 mg de acido epsilon-aminocaproico) y 

30 finalmente 1 ml de solution de CI 2 Ca 0.04 M en los que previamente se ha disuelto 
entre 2 y 4 Ul de trombina. Una vez mezclados estos componentes se les anade 
entre 3 y 6 ml de plasma con plaquetas (2) (dependiendo de la concentration de 
fibrinogeno). El volumen final se ajusta a 15 ml mediante el uso de mas o menos 
cloruro sodico, dependiendo del volumen de plasma empleado La solution es puesta 

35 rapidamente en el frasco de cultivo distribuyendose homogeneamente por su 
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superficie. El frasco se deja en estufa de C0 2 a 37° hasta que el coagulo se 
produzca y el gel se polimerice. 

Como alternativa al uso de trombina exogena, el gel se puede realizar de la siguiente 
manera: 

5 Se prepara una solucion que contiene basicamente medio de cultivo, solucion de 
cloruro sodico al 0.9% y fibroblastos (3) humanos (entre 30.000 y 250.000 celulas), a 
esta solucion se le anade, si precisa, el antifibrinolttico (10.000 U de aprotinina, entre 
5 y 20 mg de acido tranexamico o 200-800 mg de acido epsilon-aminocaproico) y 
finalmente 1 ml de solucion de CI 2 Ca al 1% disuelto en cloruro sodico 0.9%. Una vez 

10 mezclados estos componentes se les anade el plasma con plaquetas (2) humano. El 
volumen final se ajusta a 15 ml mediante el uso de mas o menos cloruro sodico, 
dependiendo del volumen de plasma empleado. La solucion es puesta rapidamente 
en el frasco de cultivo distribuyendose homogeneamente por su superficie. El frasco 
se deja en estufa de CO2 a 37° hasta que el coagulo se produzca y el gel se 

15 polimerice. Si se actua de esta manera la polimerizacion del gel se produce muy 
lentamente. 

La concentracion final aproximada de fibrinogeno en el gel es de entre 0.4 y 2 mg de 
fibrinogeno/ml de gel. Aunque en algunas condiciones se puede utilizar el plasma sin 
previa dilucion con solucion de cloruro sodico con lo que la concentracibn de 

20 fibrinogeno podria llegar hasta 4 mg/ml de gel. 

La concentracion inicial de fibroblastos (3) humanos en el gel puede ser muy variable. 
En general se recomienda una concentracion no inferior a los 500 fibroblastos/cm 2 de 
superficie de gel, aunque tambien puede ser muy superior, aunque no se recomienda 
un numero inicial de fibroblastos superior a 4.000/cm 2 , ya que con mayores 

25 concentraciones los geles tienden a ser digeridos a partir del 6°-7° dia de cultivo, no 
pudiendo ser procesado para trasplante. 

Los queratinocitos se siembran sobre este gel a una densidad extremadamente 
variable (entre 1.500 y 15.000 celulas/cm 2 de dermis) dependiendo del grado de 
expansion requerido. 

30 Como queratinocitos (6) se pueden emplear los obtenidos a partir de un cultivo 
primario procedente de la biopsia de piel (5). El cultivo de queratinocitos (6) sobre 
este gel, puede realizarse mediante el empleo de cualquiera de los medios y 
sistemas de cultivo de queratinocitos que previamente nan sido descritos, aunque los 
mejores resultados se han conseguido con los medios suplementados con suero fetal 

35 de bovino. 
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Cuando los queratinocitos sembrados estan confluentes o preconfluentes, 
normalmente a partir del 8° dia de cultivo, se prepara la lamina para el trasplante. 
Para ello es necesario despegar la lamina de piel artificial (7) de la base del frasco de 
cultivo, bien previa a la fijacion a un soporte solido o bien directamente. La fijacion a 
5 un soporte solido (9) se hace necesaria cuando los geles presentan una escasa 
consistencia (concentracion inicial baja en fibrinogeno, grandes expansiones...) que 
hace que sin la fijacion a un soporte solido el manejo de los mismos para uso clinico 
sea imposible. Este procedimiento consta de las siguientes etapas: 
Se retira el ultimo medio de cultivo empleado y se abre el frasco de cultivo. El gel se 

10 recubre de una gasa esteril (vaselinada o no) de forma que la gasa recubra 
exactamente toda la superficie del gel. Mediante un bisturi se despegan los laterales 
del gel del frasco de cultivo. Una vez efectuada esta maniobra la gasa se fijara a la 
superficie superior del gel (la cara donde estan los queratinocitos) mediante el 
empleo de un pegamento inorganico (Cyanoacrylato, Histoacryl R , Braum u otro de 

15 similares caracteristicas). El cyanoacrylato se empleara aplicando pequenas gotas 
del mismo a los bordes del gel, tambien se pueden dejar diversos puntos de 
pegamento por el centra del mismo. Una vez secado el pegamento y con la ayuda de 
una espatula se procedera a despegar el gel del frasco de cultivo. La gasa ayuda a 
mantener integro el gel que contiene la base dermica y la capa superior de 

20 queratinocitos cultivados. Mediante esta simple preparacion se puede transportar 
este prototipo sin perdida de su integridad ni rotura alguna, durante mas de 16 horas. 
En la tabla I se comparan la tecnica anterior y la dermis artificial objeto de la 
invencion en cuanto a sus caracteristicas basicas. 



TABLA I 





TECNICA ANTERIOR 

(Sadaki) 


INVENCION 


Plaquetas 


NO 


SI 


Trombina 


SI 


NO OBLIGATORS 


Fibrinogeno 


60 mg/ml 


0.5-2 mg/ml 


Fibroblastos 


SO.OOO/cm* 


< 4.000/cm 2 


Tiempo de cultivo del gel 


22 h. 


8 a 12 dias 


Crecimiento celular en gel 


MiNlMO 


SI 


Queratinocitos 


SO.OOO/cm* 


1.500-15.000 /cm* 


Expansion biopsia 


X83 


X 1000- 5000 



25 
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REIVINDICACIONES. 

1. - Dermis artificial (1) de las que utilizan una matriz obtenida por gelificacion de 
plasma humano, caracterizada por que la citada gelificacion se produce en presencia 
de plaquetas mediante la adicion de sales de calcio, y porque en la misma se 

5 siembran celulas dermicas. 

2. - Dermis artificial (1) segun la reivindicacion 1, caracterizada por que durante la 
gelificacion se anade trombina. 

3. - Dermis artificial (1) segun la reivindicacion 2, caracterizada por que la trombina se 
anade en una concentration de 0.2 Ul/ml. 

10 4.- Dermis artificial (1) segun la reivindicacion 1, caracterizada por que las sales de 
calcio estan constituidas por CI 2 Ca 1% en disolucion de 1 ml por cada 3 a 6 ml de 
plasma con plaquetas (2). 

5.- Dermis artificial (1) segun la reivindicacion 1, caracterizada por que el plasma con 
plaquetas (2) sufre una inactivacion viral. 
15 6.- Dermis artificial segun la reivindicacion 1, caracterizada por que se anade un 
pollmero biocompatible. 

7. - Dermis artificial segun la reivindicacion 1, caracterizada por que las celulas 
dermicas son fibroblastos (3). 

8. - Dermis artificial segun la reivindicacion 1, caracterizada por que se utilizan celulas 
20 madre de mesenquima como celulas dermicas u otro tipo celular (endoteliales...) 

9. - Utilizacion de una dermis artificial (1) segun reivindicaciones 1 a 8, caracterizada 
por el cultivo de queratinocitos (6) humanos en su superficie para constituir una piel 
artificial (7) apta para el trasplante. 

10. - Utilizacion de una dermis artificial (1), segun reivindicaciones 1 a 8, caracterizada 
25 por el cultivo de otras celulas epiteliales (orales, urogenitales...) en su superficie para 

constituir un epitelio artificial (mucosa oral, mucosa vesical...) apto para el trasplante. 
11- Metodo de obtencion de una dermis artificial (1) caracterizado por comprender 
las siguientes etapas; 

obtencion de plasma con plaquetas (2), mediante centrifugacion ligera de sangre total 
30 (4) de un paciente (8) y congelation subsiguiente, 

cultivo de celulas dermicas a partir de una biopsia de piel (5) por metodos conocidos, 
gelificacion del plasma con plaquetas (2), previamente descongelado, mediante la 
adicion de sales de calcio, para obtener una matriz de fibrina, sembrando celulas 
dermicas, por ejemplo fibroblastos (3), en el interior de la fibrina. 
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